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© Die vorlicgondc Erfindung betrifft Vcrfahrcn zur Her 

stellung eines kovalenten HES-Wirkstoff-Konju gates bei 

denen man HES und einen Wirkstbff in einem Reaktions- . 

medium mitemander umsetzt, dadurch gekennzeichnet 

dass das Reaktionsmedium Wasser oder ein Gemisch von 

Wasser mit organischem Losungsmittef, welches minde- 

stens 10 Gew.-% Wasser umfasst, ist. 

Die Erfindung betrifft ferner die HES-Wirkstoff-Koniugate 

die nach diesen Verfahren herstellbar sind, sowie Verfah- 

ren zur Herstellung von Arznei- und Diagnosemitteln, die 

entsprechende Verfahren zur Herstellung eines HES-Wirk- 

stoff-Konjugates umfassen. 
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Bcschreibung 

100011 Die vorlieucndc Erfindung betrifTt Vcrfahrcn zur Modiliz.ien.ng von Wirks.ollcn mil I Hydroxyc.hyls.arke 
IIES . bci denen cine kovalcntc Bindung der Hydroxye.hylsliirke an die Wirks.olTe in wiissnger Losung eriolg ;l. Dw r- 
ndnn - hcirim ferner die iniS-Wirks.o.T-Konjngaie die nach diesen Vcrfahrcn hers.ellhar s,nd. sowie Vcr.ahren zur 
Scilung von Arznci,.,i..cln. die emspreehende Vcrfahrcn /.ur Hers.cllung eines ITliS-Wirks.ofl-Konjuga.cs umlassen. 

TECHNISCiniR TTINTERGRUND 

1 00021 Der klinischc Einsa.z vicler Pharnia-Wirksioffc wird durch cine Rcihe von Problcmcn becintrach.igi (vgl. Del- 
gado c. a! CriS Reviews in Thcrapcu.ic Drug Carrier Sys.cms. Vol. 9 (3. 4). (1992) S 249 Parenteral vcrab- 

reich.e native Pro.eine unlcrliegcn beispiclswci.se der Ausscheidung durch das rc.ikulocndo.hchalc ^f"^ 0 ^™ 
die Nicre und die Mil/. Die Ausscheidung crfolgl dabci in Abhangigkeil der T.adung der Kohlcnhydralkeucn. der Pra- 
tnl zelLarer Rc/Tp.oren fur das Protein und von der Molekulfbm. und -groGc. Die Ausschlussgrcnze der Glonterular- 

" fSSt Als S£ ^^t^^ZSSL cin schncller Ver.us, der bio.ogischen Aktivita, zu beobach.cn. 
004 Bak eriell exprinuerte Pro.eine sowie andcrc rekon.binan.e Pro.eine konncn cine crhoh.c In.n.unogemiat aul- 
wSi und tbcnsbcXhlichc Hyperscnsi.ivi.a.srcakuoncn provo/.iercn. Emspreehende Reak.ioncn vcrhindcrn na.ur- 
lichdie mcdizinische Vcrwcndung dicscr Produkte. vhrho«p 
I000SI Aus diesc.n Grund wurdc i... S.and der Technik berci(s scil Ende der 70cr Jahrc systen.at.sch an der Vcrbessc- 
uVc der Figli chaf.cn exogener Pro.eine durch chcmischc Modifika.ion. insbesondere Polymonsa.ion oder Kopplung 
%!££2££S£ PolymL geforsch,. V.ele Arhei.cn konzcn.rier.en sich dabci aufdie Hers.e UD g ^^^n 
aus Pro.cinen oder anderen Wirks.offcn einersei.s und Polye.hylcnglykol (PEG) andercrse.Ls (vgl. US 4 119337 . Du. 
tLeile die .nan sich von diesen Kopplungsrcak.ionen erhoff.c, umfasscn verbesscr.e ,n v.vo Halbwer.s/e,. der Pro- 
,dne ven-inger.e Toxi/.i.a., verbesserle S.abili.a. und verbesserle Ufclichkeil der ^ks.ofle (Abuchowsk, und Dav.s. 
Enzymes as drugs. ITolcenberg und Rubber.*, Herausgeber. S. 367-383. John W.ley & Sons N V (198 . 
00061 Das Vcrfahrcn /.ur Kopplune der W.rks.oftc envies sieh jedoch als problc.nat.sch. da d.e akuvc Gruppe des Pro- 
ofs lurch Kopplung an PEG inaktivierl wurde oder die Reaktionen das Reaktionsproduk. n.eht ,n brauchbarer Aus- 
beu.c hefcrte U .. cine spezif.schc Bindung zu cr/.ielen. die die Ak.ivi.ai des Wirks.olfs nich. becimrach.ig. wurden 
akTi vc G^uppen in PEG oder den Wirks.off cingefuhr. oder die Vcrbindungen n.i. cine, Linker aneinander gcbunden 
tSkhcS wird PEG dafur n.i. einer aktiven Gruppe versehen. welchc nachfolgend kovalen. an d.e kopplungsluh.ge 
Gruppe fines Proicins gebunden wird. . 
100071 So wurde beispielswcisc der Verlusl der Bindungsaktivital von Anlikorpern unci deren Pragmemen nacn deren 

>s cer. Vol. 79 (1994). S. 1126-1130). Zur Losung dieses Problems schlagen Chapman el a). (Nature Biotech.. Vol. 17 
H 9991 S 780-783) vor. PEG an bestimmle Bindungss.cllen des Antikorpers zu binden. 

0008) Der Akt.ivi.ii.sverlus.es des Kopplungsparlncrs wird ferner in WO 95/1 3090 beschrieben. Zur Losung j.rd vor- 
Lesch lacen PEG mil einer reak.i ven Gruppe zu ak.ivicren und PEG ubcr d.cse rcakt.ve Gruppe .n Gegenwart e.ncs Rn- 
sktes a^ a-In,erfemn zu binden. Als bevorzug.e reak.i ve Gruppe wird N-Suecinimid-Carbonat genannt, das un.er den ge- 
40 nannienliedingungen mil der e-An.inogruppe des Lysin cine Urethan-Bindungausbilden soli 

5SS5 Auch die WO 96/41813 offenbart Vcrfahrcn zur Hcrstellung eines Polyn.er-Polypept.d-Konjuga.es^ be denen 
als Polymer (insbesondere PEG) an einer spczifisehen Stellc deri va. isiert und ansch.ieBend an e.n^ ^fP^^^ 
wird. Vorzugsweise wird dabci cine Amino-Oxi-Acetyl-Gruppe in PEG cingebrach. und diese Verb.ndung anschhcBcnd 
an cin Polypeplid, insbesondere an II--8. hG-CSF und IL-1 gebunden. 

I0010P In derLilera.ur linden sich somil eine Vielzahl von Beisp.elen fur emspreehende Konjuga le. vgL PEG-Insuhn 
SiuLai in US 4^79,337, PE(^bovines-Han^ 

PEG-Superoxiddisn,u.a S e-Konjuga.e in Veronese e. al.. Applied B.ochen.. Biotech., Vol. 

->-Koniuga.e rxlcr PEG- EFN-p-Kon jugate in US 4,766.106. PEG-Polymyxin-Konjugale in WO 90/15628 und PLG-IL - 
Koniugaie in WO 90/07939. Einige Konjuga.e befinden sich inzwischen in der klinischen Anwendung. Beisp.elswc.se 
LnnSc Eigenschaf.cn des Entyms Asparaginase durch Kon.juga.bildung n.i. PEG verbessert wcrden, und In , PEG- 
Asparaoinase-Koniuga. is. un.er der Marke Oneaspar® fur die Krebstherapie kom.nerz.ell crhalUichJEine groBe Anzahl 
S Pro^S befinde. sieh in den verschiedenen Phasen der klinischen En.wicklnng (vgl. PEG-Pipelme un.er 
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lOOUr Nkht nur Proteinc sondcrn auch andere Verbindungen wurden nach dicsem Schema an PEG und ande^re ^P oly- 
ss mere eekoDoell WO und WO 97/38727 offenbaren beispielswcisc die Kopplung von Pacliiaxei an PbO und 

d!eXe^ Srng des Konjuga, es zur Behandlung von Tumoren. Die Verwendung eines PHG-Camptothecn-Konjugates 
zur Behandlung von Tumoren wird von der Firma Enzon in der klinischen Phase I uniersucht. offenbart 
100121 Eemer sind auch Kopplungsreaktioncn mil drei Verbindungen durchgefuhrt worden. WO 93/2306 ollcnbart 
Lispielsweise die Hcrstellung eines Kopplungsprodu kt.es aus eineni gegen ein B-2ell-Lyniphom genchte.cn Antikorper ? 

60 aklivierlem PEG und einem Toxin. . . l,„l,j.l.„ 

100131 PEG-Proiein-Koniugatc weisen jedoch keine nalurliehe Slruklur aul. lur die in vivo Abbauwegc besthncben 
wurden Un er anderen. aus diesen. Grund sind neben den PliG-Konjugaten auch anderc Konjuga.e unci Pro.e.n-Polyn.e- 
Z.7mr lie Losung der oben genann.en Prob.en.e erzeug. worden. So gib. es cine Viclzahl von Vcrfahrcn zur Verne i- 
zung vcrschiedener Pro.eine und Bindung von ITo.cinen an Makromolekule (vgl. zusamn.enlassende Das.ellung .n 

65 Wone. S. S.. "Chemisiry of protein conjugation and cross linking". CRCS. Inc. (1993)). 

100141 TIES wird als Deriva. eines naturlich vorkommenden Amylopektins in. Korper durch a-An.y ase abgebau.. 
Auch die Herslellung von ITES-Pro.ein-Kon.jugalen is. berci.s im S.and der Technik beschneben worden (vgl. HES-Ha- 
nioglobin-Konjugate in DE 26 16 086 oder DE 26 46 854). 
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[00151 Hamoglobin isl cin Protein, das als Blulersalz- und SauerslolUransporl-MiucJ (sog. "Tlamoglobin-Bascd-Oxy- 
gen Carrier*', HBOC) cine groBc klinisehe Bedcuiung haben konnte. Obgleich dcr Bedarf an eincm derariigen Produki je- 
doch bereils fruhzeilig erkannt wurde (vgl. Rabincr, J. Exp. Med. 126, (1967) 1127), hai bishcr keines der bekannien 
HBOC-Produkte den Status eines zugelassenen Arzneimiitels crreicht. 

|0016j Das naiurlichc Hamoglobin besleht nus zwei a- und p-Pepiidketlcn, die als prosthelische Gruppc jeweils cin 
Ham gebunden haben. Isolicrte TTamoglobin-Molekule sind jedoch sehr instabii und /crfallcn rasch in die stabileren oc,JJ- 
Dimcre (MG 32 kDa). Die biologischc Halbwcrtszeit von isolicrlcni Hamoglobin ini Blutkreislauf licgl bei eiwa 1 
Slundc, da die Dimcre schnell uber die Nieren ausgeschieden werden. Dabei crzeugen die Dimere nephrotoxischc Ne- 
henwirkungen (vgl. Bunn & Jandi, J. Hxp. Med. 129, (1967) 923-934). liniwickiungsarbeiten an derivatisicrien Hanto- 
globin-Molekulen waren daher in erster Linic darauf gerichiet, Hamoglobin intraniolekular zu vcrnctzen, zur Bildung 
von polymcren ITBOC-Fornien intcrniolckular zu verknupfen un<tfoder an Polynicrc /.u koppeln. 

|0017] Die bekannien Hamoglobin- Konjugale werden beispielsweise in Xue und Wong (Mclh. in Enzymol., 231 
( 1 994), S. 308-322) und in DE 26 1 6 086 und DE 26 46 854 beschrieben. T ,clzlcrc olTenbart Vcrfahren nrinels derer Ha- 
inoglobin an HES gebunden wird, indent HES zunachsl mil Natriumpcriodat umgcsclzl wird. Dabei emsiehen Dialde- 
hyde, an die Hamoglobin gebunden wird. Dcmgegenuber besehrcibl die DE 26 16 086 die Kopplung von Hamoglobin an 
TIES nach cinem Vcrfahren, bei dem zunachst cin Vemclzungsmittcl (z. B. Bromcyan) an TIES gebunden wird und an* 
schlicttend Hamoglobin an das Zwischenprodukt gebunden wird. 

|0018J TIES ist cin subsiiiuiencs Dcrivat des in Maisstarke zu 95% vorkonimcndcn Kohlenhydrai -Polymers Amylo- 
pektin. TIES wcist vorleilhaflc rhcologische Eigensehaftcn auf und wird zurzcil als Volumenersatzmittcl und zur Ilaino- 
dilutionsthcrapie klinisch eingesetzt (Sommermeycr ct al., Krankcnhauspharmazic, Vol. 8 (8), (1987), S. 271 278; und 
Wcidler el al., A rzneim.-Forsc hung/Drug Res., 41 ,( 1 991) 494-498). 

10019] Amylopcklin bcstehl aus Glucosccinheilen, wobei in den Hauplkcllcn a- 1,4-glykosidische Bindungcn vorlie- 
gen, an den Vcrzweigungsstellen jedoch a-1 ,6-glykosidischc Bindungcn. Die physikalisch-chcmischcn Eigcnschaftcn 
dieses Molckuls werden ini Wesentlichen durch die Art der glykosidischen Bindungcn beslimmt. Aufgrund dcr abge- 
knickten a- 1,4-glykosidischen Bindung entstchen hclikalc Strukturen mil clwa 6 Glucosc-Monomeren pro Windung. 
I.0020J Die physikalischehemischen als aueh die biochcinischen Eigenschaflen des Polymers konnen durch Subslilu- 
tion vcrandcrt werden. Die Einfiihrung cincr Hydroxycthylgruppe kann durch alkalischc Hvdroxvcmylicrung crreicht 
werden. Durch die Reaktionsbedingungen kann die unterschicdlichc Reaktivilal der jcweiligen ITydroxylgruppe ini un- 
subsliluierien Glucosemonomer gegenuber dcr Hydroxyethylicrung ausgenutzl werden, dadurch ist cine begrenzte Ein- 
flussnahinc auf das Subslilutionsmuster moglich. 

1 0021 J Daher wird PIES irn Wesentlichen liber die Molekulargcwichlsvcrtcilung und den Substitulionsgrad gekenn- 
zeichnet. Der Substitulionsgrad kann dabei als DS ("degree of substitution"), wclcher auf den Anicil der subsiiluierten 
Glucoscmonomere aller Glucoseeinheiten Bezug ninimt, odcr als MS ("molar substitution") beschrieben werden, womil 
die Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro Glueoseeinheit bczeichnet wird. 

10022] HES-Losungen liegen als polydisperse Zusammensetzungen vor, in denen sich die einzelnen Molekule hin- 
sichliich des Polymerisationsgradcs, der Anzahl und Anordnung der Vcrzweigungsstellen, sowie ihres Substilutionsmu- 
sicrs voneinander untcrscheiden. PIES ist soinil cin Gemisch von Verbindungen mil unlerschiedlicheni Molekularge- 
wicht. Demcntsprechend wird cine beslimmte TTES-Losung durch cin durchschnitlliches Molekulargewicht anhand sta- 
tisiischerCjroRen bestimmt. Dabei wird M„ als einfaches arirhmelischcs Millcl in Abhiingigkeit von der Anzahl der Mo- 
lekulc crrechncl (Zahlenmitlel), wahrend M w , das Gewichlsmitlel, die masseabhiingige MessgroBe darstcllt. 
10023] Eine selcktivc chemische Bindung von Protcincn an HES wurdc bishcr jedoch dadurch vcrhindert, dass die Ak- 
tivierung der HES nicht selektiv erfolgt. So resultieren die ini Stand der Technik bekannien Protein -TIES- Kon j ugate aus 
einer nicht-selekliven Kopplung von Bromcyan-aktivierler TIES an Hiimoglobin (vgl. DE 26 16 086). Enlsprechende 
Vcrfahren konnen zu polydispersen Produkten mil uneinhcitiichen Eigensch^ten und potentiell toxischen Nebenwirkun- 
gen fiihren. 

10024] Von Hashimoio (Hashimoto et al., Kunslstofie, Kaulschuk, Fasern, Vol. 9, (1992) S. 1271-1279) wurde ersl- 
mals cin Vcrfahren offenbart, in dem eine reduzierende Aldehyd-Endgruppe eines Saccharids selektiv oxidierl werden 
konnte, wobei ein reaktiver Ester (Lacton) gewonnen wurde. 

I0025J Auf der Grundlagc dieses Verfahrens offenbart WO 98/01158, dass Hamoglobin-Hydroxyethylstarkc-Konju- 
gale erhallen werden konnen, in denen Hamoglobin an HES selektiv uber Amidbindungen zwischen freien Aminogrup- 
pen des Hamoglobins und der in oxidiertcr Form vorliegenden reduzierenden Endgruppe der HES miteinander verknupft 
sind. Sowohl die in Hashimoto el al. offenbarten Verfahren als auch die Vcrfahren gemafi WO 98/01 158 basieren jeo'och 
auf einer Reaktion zwischen Saccharid (HES) und Protein (Hamoglobin) in organischem Losungsmitlel. Konkret* wurde 
in dieser VcrotTcntlichung Diinethylsulfoxid (DMSO) verwendet. 

|0026| Dem Fachmann ist jedoch bekannt, dass viele Proteine in organischen LosungsiTiitteln eine St.rukturanderung 
erleiden, wclche sich in wassrigen Losungen nicht zuruckbildet. In der Regel geht mil der Strukturandcrung auch ein Ak- 
livitatsvcrlust einhcr. Tn jedeni Fall isl das organische Losungsmitlel aufwendig zu entlernen, da fur die geplanre medi- 
zinische Verwcndung bereiu residuale Antcile organischer Losungsmitlel nicht akzeptabel sein konnen. Sogar die poten- 
tiellc Gefahr von Verunreinigungen und Strukluriinderungen der Proteine ist ini Hinblick auf die geplanle Verwendung 
auszuschliesscn. 

10027] Der vorliegenden Erfindung liegt soinil die Aufgabe zugrunde, vcrbesserte Vcrfahren zur Herst.ellung von Hy- 
droxyethylstarke-WirksiotT-Konjugaten zur Vcrfugung zu stcllcn, die zu biologisch akt.iven Konjugalen fuhren, wclche 
mi klinischen Alllag eingesetzt werden konnen. Eine weiterc Aufgabe der vorliegenden Erfindung besiehl darin. ein Ver< 
lahren zur Hersteilung von Hydroxyethylstarkc-Wirkstofl -Konjugalen bereit zu stcllcn, bei denen nicht in nennenswer- 
lem Unitang Nebenprodukte crzcugt werden, da auch diese Nebenprodukte die anschlieBende Aufreinigung des Produk- 
tes in erheblichem Urn fang beeintrachtigen. 

[002XJ Diese Aufgabe wurde nunmehr uberraschenderweisc durch Vcrfahren zur Hersteilung eines kovalcntcn MES- 
Wirksloff-Konjugates gelost, bei dem man HES und mindestens einen Wirkstoff in einem wassrigen Rcaktionsmediuin 
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mitcinunricr untsctzl unci i si daourfh gekcnnzciehncl, dass das Reaktionsmcdium Wasscr odor cin Gcmisch von Wasscr 
mil organischem Losungsniillcl, welches mindestens 10Gew.-% Wasscr umfaBu isl. 

1 0029] Vorzugsweise wird ITES vor Bindung an den WirkstolToxidicrl, wohci cine spe/.ifischc Oxidaiion dcr reduzie- 
renden Endgruppen hesonders hevor/ugl isl. Allernativ dazu kann die Kopplung iiber die Bildung einer SchilTschcn 
s Base /.wischen FTliS und eincm Aniin Gruppen-lragendcn Wirksloff als /.wischenprodiikl erfolgen. Dieses Zwischcnpro- 
dukl wird anschlieBcnd unter Ausbildung ciner Methylcnamingruppe redu/iert. 

10030] SchlicBlich werden durch die vorlicgende Erfindung HES -Wirksloff Konjugale zur Verfugung geslcJIl, die 
durch die obigen Verfahren erhaltlich sind. 

i o KURZE BESCTIREIBUNG DER HGUREN 

|0031.| Fig. 1 GPC Chronialogramni der Kopplungsreakiion /.wischen ox-ITES 130 kD und USA nach Verfahren A. [[I; 
1 0032] F ig. 2 G PC Chromalograium der Kopplungsreakiion /.wischen ox- TTRS 1 30 kD und HSA n ach Vc r fa h re n A . T V; 
|0033] Fig. 3 GPC Chromalogramm der Kopplungsreakiion /wischen ox-HES 130 kD und USA nach Verfahren A. V 
15 und einer Reaktionszcil von 2 Slunden; 

1 0034| Fig. 4 GPC Chroiualograiiini der Kopplungsreakiion /wischen ox-HES 130 kD und HSA, Verfahren A. V Rc- 
akuonszeii iiber Nacht; 

|O035] Fig. 5 GPC Chronialogramni der Kopplungsreakiion /wischen ox-IIES 10 kD und HSA nach Verfahren A. V 
nach 2 Slunden (Fig. 5a) und uber Nachl (Fig. 5b); 
20 |0036| Fig. 6 GPC Chronialogramni der Kopplungsreakiion /wischen ox-HKS 13()kD und ITSA nach Verfahren A. 
VII. nach 24 Slunden Reaktionszcil; 

|0037] Fig. 7 GPC Chronialogramni der Kopplungsreakiion /wischen ox-ITES 130 kD und TISA nach Verfahren B. V; 
]0038| Fig. 8 SDS-PAGE und Weslern Blot vcrschiedener Kopplungsreaklionen /.wischen TIES und HSA: 
|0039] Fig. 9 SDS-PAGE und Weslern Blot vcrschiedener Kopplungsreaklionen /wischen TIES und HSA; 
25 | 0040] Die vorlicgendc Erfindung slcllt ersimals ein Verfahren /ur Herstellung eines kovalenten HES -Wirksloff- Kon- 
jugales /ur Verfugung, bei dem man TIES und inindcsiens einen Wirksloff in eincui wassrigen Rcaklionsmedium milein- 
andcr umsctzt. und isl dadurch gekcnnzciehncl, dass das Rcakiionsnicdium Wasscr odcr ein Gcmisch von Wasscr mil or- 
ganischem Losungsmiltel, welches mindestens l0Gcw.-% Wasscr unifaBt, isl. 

|0041] Ini Rahmcn der vorliegenden Erfindung wird cine cheiiiischc Verbindung als Wirksloff bczcichnct. wenn die 
M) Verbindung geeignel isl, ak liver Bcstandleil eines beliebigen Miltels fur therapeutischc odcr diagnostischc Zwecke zu 
sein. Eine Obersichl iiber die /ugelassenen Arznciniiltel und deren Wirkstoffe befindet sich in der Rolen Lisle, Alle in der 
Rolen Lisle genannien Wirksloffe konnen fur die Herstellung der iniS-Wirksioff-Konjugale nach deni erfindungsgema- 
Bcn Verfahren verwcndei wcrden. Dafur kann es notwendig sein, cine akiive Gruppe, beispielsweise miltels Linker, in 
den Wirksloff vor der Biudung an TIES einzufuhren. Gemafi der vorliegenden Erfindung unifaBt der Beg riff Wirksloff 
35 aber auch alle Verbindungen, deren Eignung fur die diagnoslische odcr therapeutischc Verwendung /war bekannt isl, die 
jedoch aufgrund der oben dargesicllten Problerne bisher fiir diesen Zwcck nichl. eingesetzl werden konnten. Vorzugs- 
weise handell es sich bei dem Wirksloff urn ein Vitamin, Inipfstoff. Toxin, Antibolikum, Appet.il/uglcr, Anaslhetikum, 
Analgctikum, Antirheumatikum, Aniiallergikum, Anliasthmalikum, Antidepressivuin, Antidiabclikum, Antihisiamini- 
kum, Anlihypcrtonikum, odcr ein anl.ineoplastisches Mitlcl. Slrukturell kannes sich beispielsweise urn ein Mormon, Ste- 
al) roid, Lipid, Protein, Oligo- oder Polypeplid odcr urn eine Nukleinsiiure handeln. 

|0042] Die nach der vorliegenden Erfindung hergestelllen Verbindungen bchalten die Akti vital des Wirksloffes und die 
vorleilhaften Eigcnschaften der TIES. Als weitere Vorteile weisen die nach dem crfindungsgemaBen Verfahren herge- 
stellicn Konjugale eine verbesserte in vivo TTalbwerts/cit dcr Wirkstoffe, verringeric Toxizilat, verbesserte Stabilitat und 
verbesserte Loslichkeil dcr Wirksloffe auf. 
45 10043] Das Reaktionsmcdium des crfindungsgcniaBen Verfahrens unifaBt mindestens 10Gew.-%, bcvorzugl minde- 
stens 50 Gew.-%, insbesondcre mindestens 80 Gew.-%, wie beispielsweise 90Gew.-%, oder sogar bis zu 100 Gew.-%, 
Wasscr, und demenLsprechend hochstens 90% Gew-%, bevor/ugt hochstens 50% Gcw.-%, insbesondcre hochstens 
20 Gcw.-%, beispielsweise 10 Gew.-%, oder sogar bis zu 0 Gew.-%, organisches Losungsniittel. Die Rcaktion findct also 
in einer vvaBrigen Phase stall. Das bevorzugte Reaktionsmcdium isl Wasscr. 
50 [ 0044] Das erfindungsgeniaBc Verfahren ist. schon deshalb von Vorteil, wcil nichl zwangslaufig loxikologisch bedenk- 
lichcs Lc5sungsmiuel eingesetzl werden muss und dem/ufolge bei dem erfindungsgeinaB hergestelllen Produkt die Ent- 
femting, auch geringer Reste loxikologisch bedcnklicher Lxisungsmittel entlalit, wie sie nach dem bekannten Verfahren 
immcr /wingend ist, urn die uncrwunschte Verunreinigung mil Losungsniiltel /u vemieiden. Weiterhin kann die nach 
dem bisherigen Verfahren nolwendige zusat/liche Qualitatskontrolle auf Reste loxikologisch bedenklicher Losungsmit- 
55 lei Linterbleiben, weil das ertindungsgemaBe Verfahren die Verwendung von loxikologisch nichl bedenk lichen Losungs- 
mitteln bevorzugt. Erhndungsgeniass bevorzugte Losungmitlel sind beispielsweise loxikologisch unbedenkliche proti- 
sche I^osungsmittel wie Ethanol oder Propylenglykol. 

[0045] Weiterhin ist ein Vorteil des erfindungsgemassen Verfahrens, dass durch organische Losungsniittel induzierle 
irreversible oder reversible Strukturanderungen von Proleinen oder Peptiden grundsatzlich vennieden werden, die bei 

60 Verfahren in organischen Lrisungsmitleln nichl systeniarisch ausgeschlossen wcrden konnen. Das nach dem erfindungs- 
gemassen Verfahren erhaltene Produkt isl dem/ufolge von dem in DMSO hergestelllen verschieden. 
10046] ErhndungsgemiiB wurde fcrner uberraschenderweise festgestellt, dass eine Kopplung von TIES an Wirkstoffe in 
einer wassrigen Losung vorgcnomnien werden kann, ohne dass dabei in nennenswertem Unifang Nebcnreaktioncn zu 
beobachten sind. Das erlindungsgematie Verfahren fuhrt somit unmitlclbar zu verbesserten Produkten in grober Reinheit. 

65 Das crfindungsgcmaBe Verfahren ermoglichi somit crstmals die einfache Herstellung von IIES-WirkstotT-Koniugaien, in 
denen der Wirkstoff in aktiver Form vorliegt und die vorleilhaften Eigcnschaften der RES erhalten bleiben. Zur Isolie- 
rung des FTES-Wirksloff-Kon jug ales aus dem Reaktionsgemisch sind kcine besondercn Verfahren erfordcrlich, da die 
Reaklion in der wassrigen Phase crfolgt. also nicht. zwangslaufig organische Losungsmitlel abgercinigt werden niusscn. 
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IV"! 7 ,' Er "n d "ngsgeniaB isi is bevorzugt, dass HES unmiilelhar an cine e -NH,-Gruppe, a-NI-I,-Grupne SH-< irur.no 

TTES cingcii.hr. werden odcr d.c Bindung zwischen HES und den Wirks.olT ubcr cincn Linker crfolgen Die Vcrwcn- 
dung von enisprechcnden Linkcm /.ur Bindung von Wirksloflen an PEG is. in. Siand derTcehnik bckannl Die Verwcn- 
dung von A.mnosauren inshesondcre Glyein. Alanin. Lcucin. Isoleucin. und Phcnylalanin. sowie von Hydra/in- und 
S'""; ,)t ™ lf " I-'nker. wie in WO 97/38727 und BP 605 963 oflcnban is. b'cvorzu U( 

10048 GcmaB cincr Ausfuhrungsform des Verfahrcns dcr vorlicgcndcn Erfindung wird TIES vor Bindung an den 

ve Si ' J" . H ann , na , dl CinC "' <k ' r S,a " d <,er Tcch " ik bL ' kann,t> " V(irfah ™ ^l«lgen. wobei eine 
dtaS ^r . T^^ 1 ^ dCr HKS bevor7U 8 | isl - ^scnnoglichl Verfahnm, bei denen dicoxi- 
d.cr c reduzierendc fcndgruppc der HES ..... eincr An.inogruppe des Wirks.offes un.cr Ausbildung eincs Amids rcagicr.. 
D, se Ausluhrung.slorn, was. den besondenen Vor.eil auf. dass eine spezifischc Bindung zwischen THIS und den Wirk- 
slollcn und sonni cin besonders homogenes Produkl er/Jeii wird 

L™w :> K bd mt T" T ! RS " ril " x « licrt J en ^lu/.ierenden Endgruppen und den Wirks.off vorzugsweise n.indes.ens 12. 
besonders bevorzug. . m.ndeslens 24 S.unden nnieinander reagicren. Ferner kann es wunschenswer. sein, einen beliebi- 
sch,n n^'?'- /^P'^^V^ (EDC), zuzugeben. Das Mol-Verhal.nis /.wi- 

ll c S k ? ^ wahrend dcr Rcakuon kann beliebig gcwahl. werden. licgr. ublicherwcise in. Bcnrich von 
HES . W.rks.oft von 20 : 1 bis 1 : 20, wobei ein Verhal.nis von 6 : 1 bis 1 : 6 besonders bevorzug.. i». Die bes.cn Fracb- 
n.sse wurrien bei c.ncn. tvlol- Verhaltnis von HES : Wirks.off von eiwa 2 : 1 crzicll. 

[0050| Andere Kopplungsreuk.ionen zwischen cincr An.inogruppe des Wirks.offes und IIES sind sclbstverslandlich 
auch von, IJ.nfang der Erhndung umfaB.. Beispiclswcise Verfahren. bei denen TIES und der Wirks.olT unmhSb? i.- 
einandcr un.gcserz. werden wobei eine SchiiTsche zwischen HES und Wirk.s.off als Zwischenproduk. cnts.chl Die A/o- 
...Chmgruppe -CH=N- der Sch.lfschcn Base kann anschlicBend un.cr forn.aler Addition von <2II> z.u cincr Me.hykna- 
"Z^ p ( Vi". T" WCrdc ?' FurdieSC kann derFachmann cine Viel/.ahl von in, S.and derTcehnik 

^nn«r ?J 0nSnUl,Cln verwcndcn - wobei die Rcduk.ion mi.lcls UII4 besonders bevorzmM is. 

I W»l I Die Kopplung des HES kann an cine beliebigc Gruppe des Wirksioffcs erfolgen. Die Kopplung wird vor/ues- 
wc.se so vorgenon.men, dass das Konjugal ...indeslcns 50%. vor/.ugsweisc miruleslens 75% der AkVivi.U. des WirkMof- 
cs vor der Kopplung aul wcis... wobei cin Erhalt von ...indeslcns 95% dcr Aklivi.at besonders bevorzug. isl Die Kopp- 
lungsrcaklion kann na.urhch auch so ges.euer. werden. dass die Bindung des HES ausschlieBlich an cine odcr mchercre 
besm.m.c Gruppcn des Wirks.olles crlolgt. beispiclswcise an Lysin- odcr odcr Cvs.ein-Rcslc eincs Pcplids Besonderc 
Vonclc ergeben sich. wenn man HES ubcr die oxidicr.cn rcdu.iercndcn Kndgrup'pcn an cine odcr n.cScrc bcX.i'nnUc 
werde^" ^" rkslo " cs b,ndcI - da bci einem fnlsprcchcnden Vorgehcn hon.ogcne irES-WirksiolT-Konjugalc crhal.en 

Tfi 2 !- °v m f 'I" 1 '''' mTf" Ausfuhrungsfonn des Vcrfahrcns der vorlicgcnden Erfindung werden als Ausgangs- 
che pJ^ - S K U " d T P r dn ,° dt,r Ci " fringe*** Dabci konnen belicbige LrapeuU^ cx.tr dia- 

gn osl ische I ro.e.ne nalurhchcn odcr reko.nbinanlnc Ursprungs verwende. wcrden. Eine Lis.e der derzei. auf dem Mark, 
behndhchen Wirks.ollc rckon.b.nan.cr Hers.ellung findel sich in Phanna Buisness. July/Augus. 20CX) Seilcn 45 bis 60 

K^^^.^^\Tf l dic f Hcre,ellun 8 von HES-Wirkstoff-Konjugalcn, die i^end eincn dcr in dic^r Verof-' 
lenllicnung genann.cn Wirkslolle umlasscn. 

100531 Die Hcrslcllung von Konjugatcn un.er Verwcndung von Zylokincn. bcispiclsweise Inlcrlcronen Inlerlcukinen 
Wachs.umslak.oren, Enzyn.en, En/.yn.-mhibi.orcn. Rczep.orcn. Re/.e P .or-Fragn,cn.cn. Insuliln. Fak.or Vril Fak"o £ 
Pcpiid-Anubionka virale Hull-Pro.eine. Han.oglobin. Ery.hropoic.in, Albumin. hTPA, An.ikorpcr, An iS^fmg, «n-' 

S £?2 V Z ) ^ °, NA K RNA ^ Dc '" iVa ' daVO " iM beSOIlderS bevorzugt. Be^derc VWi.c cigeben 
sich be dcr Verwcndung von rekon.binanlcn Pro.e.ncn odcrPcp.iden in den, erfindungsgcn.aBcn Verlahren Wie berei.s 

Tft? Pr r ,CinC ^ aUfSmnd ihrCr far an,i 8- en Eigcnschaf.cn nich, Is Sj£ 

s.oile cngcseiz. wcrden. Nach Kopplung an HES durchdie erfindungsgemaBen Vferfahren verringen sich jedoch die Im- 
...unogcnila. der rckombinan.cn Pro.cinc. was den medizinisehe Einsafz am Menschcn crn.oglicnr Mth JC<1<,Ch Im 

dS werZ < ^.^T' 1 f . ergCb i> n Si l'T er bCi der K ° PplUng VO " IIES an ku >-^e..ige Pro.eine und kleincre Pcpdde. 
ncn.i^Z Z * 1 T PcpUdba " kc " ers,e,k - bcispiclsweise Phagen-Display-Banken, bci denen kur/.c Oligo- 
c'nc tinSc^i JZii"! 2 > -" ,Cre; aU * dC . r< * Cr ? 8che VO " Phagen ex P ri '" ien wc«lcn. Fcrncr wcrden An.ikorpcr L 
Oberl Z p yPCP " aktf " C S °8 c " anm « s ' n 8 ,e cha,n ^.ibodics". Einzclkcncn-An.ikorper) in Bak.ericn oder auf der 
Obc llache von Phagen cxpn.mcr. D.ese Bankcn werden aufbcs.imm.e Wirks.off- oder Bindungs-Ak.i vi.a. hin durch- 

ChwltcZ , c)og daSS d n S , C m" ^fnis".us aufgrund ihrer geringen GroBe sehr schnell ausgeschieden werden (vgl. 
LnT a a 1 * den ' crf "«l«"gs8cn.aBen Verfahren konnen diese Pep.idc voncilhaf. an HES gc- 

.n«« werden, und we.sen cine inv.vo Halbweruszci. auf. die cine Verwendung als Wirks.off ern.oglich. 55 
SSLCi^H ZU Ti Cn &C a Ausluhru "S slor '' le n kann als Wirks.o.1 e,n Hornion. ein S.croidhormon. ein von Ami- 
nosaurcn abgclc .e c.s Honnon odcr e.n von Fc.sauren abgeleite.es Honnon eingesetz. wcrden. Im EinzelfaJI mag es noi- 
wcndig sein. m.Uels e.ne ak.ivc Gruppe, beispiclswcise minds Linker, in das flormon vor der Bindung an TIES einzu- 

10056] ErfindungsgcnaB kann belicbige physiologisch vcnraglichc TIES als Ausgangs.na.crial verwende. werden 60 

,lnl ?}™" """k™ Molckulargcwich. (Gewichlsmincl) von I bis 300 kDa, insbesonderc von 1 bis I 50 kD^.sH be-' 
vorzug, HES. ,,„. einen, n.i.Mcrcn Molckulargcwich. von 2 bis 40 kD is., besonders bevorzug.' S we s vor/ugswcSe 

wciis bc^Scn ; H U,U I , ; 0 H nSSrad h°r <U WS °' 8 Und dn Vcrha " nis von * U-Subs.i.u.ion in. Bcrcich von 2 bis 20 " 
weils bezogen aul die I lydroxycihylgruppen. auf. • 

10057] Die Erlindung berritT. fcrnerdie nach den obigen Verfahren crhal.lichen HES-Wirk.s.off-Konjuga.c. Dicsc Kon- 65 
wcCrr" 0 h ,C H'gcnschaflen auf. namlieh hohc Akuvi.a, des Wirkstoffs, geringe Imn.unogcni .at. langc Ver- 
wedzci. m, Korpcr und exzellenlc rheologische Eigcnsehaf.cn, wcJche den n.edizintchcn Nulzen dcr Konjugme s.ei- 
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|0058J DemgemaR umfaBi die vorlicgendc Erfindung ehenfails Vcrfahrcn /.ur TTerslellung eincs Ar/nei- oder Diagno- 
scmiilcls. bei denen man ein TTES-Wirksioff- Konjugal nach cincm der obigen Vcrfahrcn hcrsiclll und mil cineni dcr ini 
Stand derTcchnik bckannien, pharmaxculisch vcilraglichcn Tniger, Adjuvans oder TlilfssiolT vermischl, sowie nach dic- 
sem Vcrfahrcn crhiillliche Ar/.nei- oder Diagnoscmillel. 
s 1 0059| Die medi/inische Vcrwendung des enlsprechenden Ar/.neiniiilcls hangi von dcr An des Wirkstolls ah. Wird 
bcispiclswcisc TTamoglobin als WirksloiT eingesctzt, kann das Konjugal ais SaucrslolT-Transport-Millcl verwcndcl wer- 
den. Wird andercrseils ein Zylokin als WirksloiT fiir die Tlersleliung verwcndcl, kann das Konjugal beispielswcisc in dcr 
Tumorihcrapie verwcndcl werden. Die Konzcnl ration des jeweils /.u verwenden Konjugaies in dem Ar/.nciniiliel kann 
von jedein durchschniu lichen 1 achmann ohnc weileres in Dosis-Wirkungstcsts ermiltell werden. 
10 1 0060 1 Die Diagnosemiiicl konnen in vivo oder in vilro /ur Diagnose von Erkrankungen oder Siorungen verwcndcl 
werden. Wcnn als WirkstolTcin Antikorpcr oder Antikorpcrfragmcni eingesctzt. wird, cignel sich das Konjugal bcispicls- 
wcisc fur die Dureh fun rung dcr i in Si and dcr Technik ub lichen EI JS A- Nachwcis vcrfahrcn. 
|0061 1 Tn den Bcispiclcn wurden die nachfolgcnd beschricbcncn Muicrialien verwcndcl: 
Tluniancs Seruinalbumin: Sigma-Aldrich A3782 
I s HKS 1 30 kD: Typ 1 30/0,5, hergeslclll aus T9 1 SEP (Presenilis Kabi) 
Dalen: M w : 1 30 000 ± 20 000 D 
M„: 42 600 D 

HES 10 kD: r Pyp HHII 4-2 (Frcscnius Kabi) 
Dalen: M w : 9 800 D 
20 M M : 3 695 D 

EDC: Sigma- Aldrich Nr. 16.146-2 (liihyldiinelhyl-aniinopropyl-('arbodiiiiiid) 
ITOBt Sigma-Aldrich Nr. 15.726-0 (1 -Hydroxy- lH-BenzolriazoIhydral) 
DKJ-tilykandeieklionskii: Roche- Bochringer Nr. 1142 372 

|0062| Die folgcndcn Beispicie 1 bis 6 beschreiben die Kopplung von ITS A und Diaminobulan an TIES mil oxidicrlen 
25 reduzicrenden Endgruppen oder die direkie Kopplung von HSA an TIES. TTSA und Diaminobulan sind dabci iediglich 
Beispicie fiir die oben definierlen Wirksloffc. 



1 0063 1 Fiir die sclckl.ivc Oxidierung dcr reduzicrenden Endgruppen der Hydroxyelhylsiarke (130 kD und 10 kD) 
wurde diese in ciner minimalcn Mcngc Wasser aufgelosl. und mil einer verschiedencn Mcngen einer Iod-Losung und ei- 
ner KOH-Losung vcrscizl. 

;*5 |.0064| Die Mischung wurdc geruhrt. bis die auf T 2 hinweisende Farbe verschwand. Diese Vorgehensweise wurde mehr- 
fach wicdcrholt, urn die Zugabe einer grotferen Mcngc der Iod-Losung und KOH-L6sung zu errckh.cn. Die Losung 
wurde anschlicBcnd ubcr cinen Anibcrlitc ER 120 Na 4 " Kationcnauslausehcrhar/ gereinigl.. fur 20 Slundcn gegen desiil- 
licrics Wasser dialysicrt (Dialyscrohrchcn mil ciner Ausschlussgrenzc von 4-6 kD) und lyophylisiert 
|0065| Der Cirad der Oxidation wurde jeweils millels des in Soniogyi, N. (Method in Carbohydridc Chemistry, Vol. 1 , 

4() (1962) S. 384 -386) offenbarl.cn Verfahrens ermitlell. Die Proiokollc der Oxidalionsreakiion sind in Tabelie 1 wicdergc- 
geben. 



Bcispiel 1 



Seleklive Oxidierung der reduzicrenden Endgruppen der TTydroxyelhylslarke 
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Tabelle 1 

Oxidaiion der reduzierenden Endgruppen dor TTES ( 1 30 kD und 10 kD) unicr vcrschiedcn Bedingungen 



Verfahren 


HES (Mn) 


Iod-Ldsg. 
0.1N 


KOH-ldsg. 
0.1N 


Losungs- 
mi ttel 


Reaktionszeit 


J Ertrag 


OXIDATION (1) 
HES 130 


2.4xl0* b mol 


0.3 ml 
3.0xl0* 5 mol 


0.5 ml 
5.0x10 s mol 


Wasser 
4.0 ml 


4 h 
25°C 


30.1% 


OXIDATION (2) 
HES 130 


9.4xl0' 5 mol 


1.0 ml 
1.0xl0" 4 mol 


1.5 ml 
1.5xl0~ 4 mol 


Wasser 
6.0 ml 


ii. Nacht 
25°C 


24,8% 


OXIDATION (3) 
HES 130 


5 9 4 
1.2xl0" 4 mol 


1.2 ml 
1.2xl0* 4 mol 


1.5 ml 
1.5xl0' 4 mol 


Wasser 
7.5 ml 


ii. Nacht 
25°C 


24,3% 


OXIDATION (4) 
HES 130 


1.2xl0* 4 mol 


3.0 ml 
3.0xl0* 4 mol 


4.5 ml 
4.5xl0- 4 mol 


Wasser 
7.5 ml 


ii. Nacht 
25°C 


60,8% 


OXIDATION (5) 
HES 130 


5 9 4 

1.2xl0" 4 mol 


4.0 ml 
4.0xl0* 4 mol 


5 ml 

5.0xl0" 4 mol 


Wasser 
7.5 ml 


u. Nacht 
25°C 


80,0% 


OXIDATION (6) 
HES 130 


8 9 4 

1.9xl0" 4 mol 


7.0 ml 
7.0xl0* 4 mol 


11.5 ml 
1.2X10" 3 mol 


Wasser 
7.5 ml 


ii. Nacht 
25°C 


88,4% 


OXIDATION (7) 
HES 130 _j 


10 g 

2.4xl0" 4 mol 


10 ml ; 
1.0xl0" 3 mol 


20 ml 

2.0xl0* 3 mol 


Wasser 
7.5 ml 


ii. Nacht 
25°C 


100% 


OXIDATION (1) 
HES 10 


5 9 -3 

1.4x10 3 mol 


2.0 ml 
2.0xl0' 4 mol 


2.0 ml 
2.0xl0" 4 mol 


Wasser 
10.0 ml 


20 h 
25°C 


3,0% 


OXIDATION (2) 
HES 10 


5 g 3 
1.4x10 3 mol 


3.5 ml 
3.5xl0" 4 mol 


4.5 ml 
4.5X10* 4 mol 


Wasser 
10.0 ml 


ii. Nacht 
25°C 


5,3% 1 


IMiUrt J IVfi [j) 

HES 10 


15 g 

4.1xl0" 3 mol 


21.0 ml 
2.1xl0" 3 mol 


31.0 ml 
3.1xl0* 3 mol 


Wasser 


ii. Nacht 

25°C | 


10.5% 


OXIDATION (4) 
HES 10 


2.2xl0* 3 mol 


83.0 ml 
8.3xl0' 3 mol 


180.0 ml 
1.8xl0" 2 mol 


Wasser 


ii. Nacht 
25°C 


80,0% 


OXIDATION (5) 
HES 10 


7 9 3 

1.9xl0" 3 mol 


95.0 ml 
9.5xl0* 3 mol 


210.0 ml 
2.1xl0* 2 mol 


Wasser 


ii. Nacht 
25°C 


100,0% 


OXIDATION (6) 
HES 10 


6,4 g 

l,7xl0' 3 mol 


50 ml 
5,0xl0' 3 


150 ml 
l,5xl0* 2 


Wasser J 


ii. Nacht 
25°C 


100,0% 



15 



20 



30 



J0066] Die in dicscr Tabclle zusaimnengcfaBien Prolokolle wcrden nachfolgend fur die Oxidaiion (6) HES 10 kD im 
Detail wiodc igcgcben: 6.4 g HES 10 kD (1 .7 nin.ol) wurden in einein ReaklionsgcfaB unler standigem Ruhren in weni- 
gen ml Waawrguldsl. Dazu wurden 50 ml einerO.l N Jodiosung (5.0 imnol) und 150 ml einerO.l N KOH-Losunc 
(15 mmol) gegeben. Diese Misehung wurde uber Nacht bei 25°C stehen geiassen. Der Mix wurde mil Ambcrlite TR 120 
(Na++orm) gereinigl und gegen Wasser dialysierl (Dialyseschlauch Ceiluloseacctat; Cutoff 4 bis 6 kD). Das dialysicrte 

1 rodukt wurde lyophilisiert (Heraeus-Chrisl Alpha, Kolbenlrocknung uber Nachl). 

! 00671 w^! C l ? bclIC 1 /U enlnehn,en ^ wurdt? wnc vollstandige Oxidation der reduzierenden Endgruppen (entsprichf 

2 ? } ° r HhS 130 kD erziciK nachdc "» die lod-Mcnge von 3.0 x 10" 5 mol bis auf 1.0 x l(r 3 ml erhohl wurde 

I O068| Kir cine vollstandige Oxidaiion der reduzierenden Endgruppen der HES 10 kD war eine weiiere Sleigcrung der 
Iod-Menge aul eine Kon/.cnl ration von niehr als 2.1 x 10" J notwendig. 

Bei spiel 2 

Bindung von TIES mil oxidierten reduzierenden Endgruppen an HSA in wassriger Phase 

10069] Fur die Koppiung wurde Hydroxyethylstarke mil oxidierten reduzierenden Endgruppen (ox-MHS) und HSA 
vollstandig m Wasser gelost. Als die Losung klar war. wurde EDC in Wasser gelost zugegeben. Nach Akt ivierung durch 

urL tV gCm S J C .u v, h T W T de " WCi,Cre Me " SCn an EDC zu « e fi^en. Die Reaktion wurde gegcbenenfalis mil 
HOBi akhviert und uber Nacht stehengclassen. Das Produkt wurde durch Dialyse gegen destillierles Washer fur 1 5 Slun- 
den gereinigl und anschlieBcnd lyophylisiert (nachfolgend als Verfarhen A bezeichnei). 
1 0070 1 Die Prolokolle der Kopplungsrcaklion finden sich in Tabelle 2. 
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Tabcllc 2 



Koppl ungsreaklioncn zwischen HES (130 kD unci 10 kD) mil oxidiertcn reduzierendcn Endgruppen unci ITSA untcr ver- 
schiedencn Bedingungen (Verfahren A; Zahl in der Klanimer in Spallc T HIS gibl das Oxidaiionsverfahren nach Tabcllc 1 
s wicdcr) 





Verfahren A 


HSA 


ox-HES 
(Mn) 


CDC 


HODt 


Losungs- 
mi ttel 


Akti- 
vier . 


Reaktion 


10 


Kopplung 1 
ox-HES 130 


300 mg 
4.4xlO" B mol 


100 mg (1) 
2.4xl0' B mol 


25 mg 
1.6xl0" 4 mol 


100 mg 
7.7xl0' 4 mol 


H 2 0/Dioxan 
13 ml/2 ml 


1.5 h 
3-4°C 


4 h 
25°C 




Kopplung II 
ox-HES 130 


100 mg 
1.5xi0' 6 mol 


300 mg (2) 
7.0xl0" 6 mol 


15 mg 

9.7xl0* 5 mo1 


100 mg 
7.7xlO* 4 mol 


H 2 0/Dioxan 
10 ml/3 ml 


1.5 h 
3-4°C 


u. Nacht 
25°C 


IS 


Koppl ungl 1 1 
ox-HES 130 


200 mg 
3.0x10 inol 


3.8 g (5) 
8.9xl0" 5 mol 


46.5 mq 
3.0x10" mol 


20 mg 
1.5x10 mol 


H 2 0/Dioxan 
10 ml/3 ml 


0 h 


24 h 
25°C 




Kopplung IV 
ox-HES 130 


100 mg 
1.5xl0" 6 mol 


1.9 g (5) 
4.5x10 mol 


25 mg 
1.6x10 mol 


20 mg 
1.5x10 mol 


Wasser 


1.5 1) 
3-4°C 


u. Nacht 
25°C 


20 


Kopplung V 
□x-HES 130 


200 mg 
3.0xI0" 6 mol 


4.3 g (5) 
1.0x10 mol 


100 mg 
6.0xl0' 4 mol 


0 mg 


Wasser 


0 h 


u. Nacht 
25°C 




Kopplung VI 
ox-HES 130 


100 mg 
1.5xi0' 9 


130 mg (7) 
3.0xl0* e mol 


50 mg 

3,0xl0' 4 mol 


0 mg 


Wasser* 
5m! + 10ml 


0 h 


5 h 
25°C 


25 


Koppl ungVI I 
ox-HES 10 


100 mg 
l,5xl0' 6 


130 mg (7) 
3,0xl0 6 mol 


200 mg 
3.0xl0" 4 mol 


0 mg 


Wasser* 5ml 
+ 2x 10ml 


0 h 


24 h 
25°C 




Kopplung I 
ox-HES 10 


100 mg 
1.5xl0 6 mo1 


300 mg (1) 

www y - j 

8.1xl0' 5 mol 


5 mg 

3.0xl0' 5 mol 


100 mg 
7.7xl0' 4 mol 


H 2 0/0ioxan 
13 ml/2 ml 


1.5 h 
3-4°C 


ii. Nacht 
25°C 


30 


Kopplung II 
ox-HES 10 


70 mg 
1.0x10 mol 


1.0 g (2) 
2. 7x10" mol 


15.5 mo 
1.0x10* mol 


0 mg 


Wasser 


10 ml 
u n 


u. Nacht 

CD L 




Koppl ungl 1 1 
ox-HES 10 ! 


200 mg 
3.0xl0' s mol 


3.0 g (3) 
8.1x10 mol 


77.5 mg 
5.0x10 mol 


20 mg 
1.5xl0" 4 mol 


Wasser 


0 h 


6 h 

25°C 


35 


Kopplung IV 
ox-HES 10 


50 mg 
7.4xl0" 7 mol 


7.4 g (4) 
2.0xl0' 3 mol 


282 mg 

1.5xl0* 3 mol ! 


0 mg 


Wasser 


0 h 


u. Nacht 
25°C 




Kopplung V 
ox-HES 10 


100 mg 
1.5xl0* 6 mol 


103 g £6) 
2.8xl0' 5 mo1 


93 mg 
5.6x10 mol 


0 mg 


Wasser* 
4 ml 


0 h 


20 h 
25°C 


40 


Kopplung VI 
ox-HES 10 


100 mg 
1.5xl0" e mo1 


103 g (6) 
2.8xl0" 5 mol 


200 nra 
1.2xl0" 3 mol 


0 mg 


Wasser* 
3x5 ml 


0 h 


30 h 
25 °C 



= Zugabe der EDC-Lbsung mit einem Tropf trichter innerhalb von 60 Min. 



10071] Die Kopplungsreaktion VII zwischen ox-HES 130 kD und HSA wird im folgcnden im Detail erlauiet: In einem 
Rundkolben wurden 130 mg ox-HES 130 kD (Oxidationsgrad ca. 100%) und 100 nig HSA unler Ruhren in ca. 5 ml 
Wasser bci Raumlemperatur gelost. Sobald die Losung klar war, wurden 200 mg EDC in 3 Portionen jeweils in 5-10 ml 
Wasser gclosi Liber einen Zeitraum von eincr Slunde zugetropil. Zwischen jeder Zugabe lieB man ca. 4 h bei Raumtem- 
50 pcralur ruhrcn. Nach 24 h Reaktionszeit wurde das Gcmisch gegen Wasser diaiysiert (Diaiyseschlauch Celluloseacetat; 
Cutoff 4-6 kD). AnschlieBend wurde das Produkt. lyophilisiert. 

Bcispiel 3 

55 Direkte Bindung von TIES an HSA in wassriger Phase 

10072] Das Prinzip dieser Reaktion basicrt auf der Bildung von Schiffschen Basen zwischen HES und Aminogruppen 
des Proteins, wobei die Reaktion durch die Reakiion der Schiffschen Base zu dem enisprechenden Amin inittcls NaBIIj 
gesteuert wird (nachfolgend als Verfahren B bezeichnct). 
6f) [0073] Dafur wurde HES volislandig in wenig Wasser gelost. Da/.u wurde in Boratpuffer, pH 9.0, geiostes HSA gege- 
ben. Zu dieser Losung wurde NaBH 4 gegeben und bei Raumlemperatur unler Ruhrcn bclassen. Ein weiteres Aliquol von 
HES 130 kD, gefolgt von wcitcrcni NaB?I 4 wurden zugegeben. Nach AbschluB der Reaktion wurde wie bcschricbcn dia- 
iysiert und gcfricrgclrocknel. 

|0074j Die Protokolle der einzelnen Vcrsuchc sind in 'Tabcllc 3 zusammengefaBl. 

6b 
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Diicklc Kopplungs /.wischen III iS ( 1 30 kD unci 1 0 kD) unci ITSA umcr verschicdenen Bcdingungen (Verlahrcn 1J) 



Verfahren B 


HSA 


HES (Mn) 


NaBH4 


Puffer 
pH 


Reaktionszei t 


Kopplung I 
HES 130 


50 mg 

7.5x10 7 mol 


500 mg 
1.2xl0' 5 mo1 


500 mg 
1.3xl0 2 mol 


Na 2 HP0 4 , 0 ml 

7 A 


46 h 

25°C 


Kopplung II 
HES 130 


100 mg 
1.5xl0' fl mol 


l.o g s 
2.4xl(T 5 mo1 


60 mg 
1.6xl0' 3 mol 


Na 2 HP0 4# 1 ml 
7.4 


20 h 
25°C 


Kopplung III 
HES 130 


50 mg 
7.5xlO* 7 moJ 


9.8 g 
2.3x10*^01 


285 mg 
7.5xl0" 3 mol 


Na 2 HP0 4 . 1 ml 
7,4 


36 h 
25°C 


Kopplung IV 
HES 130 


50 mg 

7.5xl0* 7 mol 


2.0 g 

4.7xlO' 5 mol 


180 mg 
4.7xl0* 3 mol 


Borat 0.1M 
9.0 


30 h 
25°C 


Kopplung V 
HES 130 


50 mg 

7.5xl0" 7 mol 


4.0 g 
9.4xl0' 5 mol 


60 mg 
1.6xl0" 3 mol 


Borat 0.1M 
9.0 


100 h 

25 °C 


Kopplung I 
HES 10 


50 mg 
7.5xl0" 7 mol 


2.8 g 
0.4xl0* 5 mol 


28 mg 
1.6xl0' 3 mol 


Borat 0.1M 
9.0 


80 h 
25°C 



ID 



15 



20 



iu»«j mi anmincn wurc.e ur die Kopplung der TIES 130 kD 2.0 g dieser Vcrbindung vollslandig in Wasser gelds.. (ca. 
m n i ^ •? '" 8 1 0,1 M Bora, P u,Ter ' P" ni gclds.es USA gegeben. Zu dicser Ldsung wurden 30 nig 
S See* 6 " und unlcr RUhren bei Rauniieniperalur belassen. Nach 18 h wurdc ein wei.eres Aliquol von 2 Or HES 
30 kD, gclolgi von weiieren 30 n.g NaBH 4 /.ugegeben. Nach insgesam. 100 h Reak.ionszcil wurde dialysier. und «e- 
Incrgclrocknc. (Kopplung V, HES 130 kD). ' fr 

1007(51 Fur die Kopplung der TIES 10 kD wurden 1.4 g dicser Vcrbindung kon.plcll in Wasser gelds, (ca. 5 ml) Daxu 
wurdc 50 mg ml ml 0,1 M IJora.puner. pH 9.0. gclds.es USA gegeben. Zu dicser Losung wurden 14 n.g NaBH, gege- 
ben und unier Ruhren bei Raumieniperalur belassen. Nach 18 h wurdc ein wciicres Aliquot von I 4 » HHS 10 kD ccfolcl 
(Koppru'nfcTirrsToS) 1 " 14 ZUgC8ebCn - NaCh ins 8 esa »" 8011 Rcaklionszei. wurdc dialyisicr. und gc.ricrgcirocknc. 



M) 



Bcispicl 4 

Analyse der Kopplungsprodukie millels GPC 

J0077] Die Reakiionsprodukle wurden zuniichsl unlcr Vcrwendung von Gcl-Penneauons-Chromalographie (GK.:) 
analysicrt, 

4.1 Fiir die GPC wurdc ein FPLC-Gerat (Pharmacia), welches mileincm HPLC UV Monitor (Hitachi) verbunden 
war. verwendcl. Fcmcr wurden die folgendcn Bcdingungen vcrwendet- 
Sauic: Superose 1 2 I-IR 10/30 (1 x 30 cm) (Pharmacia) 
UV-Moniior: 280 nm 
Pumpe: 0.2 nil/min 

Puffer: 50 nuM Phosphal/150 niM NaCl pH 7,2. 

Untcr dicaen Bcdingungen wird dcr.HSA-Peak ublicherweisc nach 63 min gefunden, wohci zusatzlich ein kieincr 
Peak bei etwa 57 mm gemessen werden kann, der durch HSA-Dimcre verursachi wird. Die millels GK! erhallcnen 
Cnronialogrammc lassen sich wie folgt analysieren: 

to 1 » ldn «^ ma '°S™nin, <l™ GroBenverteilung der Produklc nach Kopplung von ox-HES 130 kD an 
HSA (Kopplung ITI) zeigt. Bei diescm Kopplungs verfahren wurden ohne IIOBl-Aklivierung sehr guic Ergebnisse 
erziell. Ein dculhcher, emzelncr breiler Peak wurde bei 37 Min. und eine weilere. kleinere Bande bei 45 Min cc- 
incssen, was au L f ein Kopplungsprodukt mil hohcrem Molekulargcwichl als HSA hinweisi. Glcichzeiiig wurden 
Spurcn von mchl-modihzierlcm HSA gefunden. 

Fig 2 zeigt die GroBenverteilung der Produkie nach Kopplung von ox-HES 130 kD an HSA (Kopplung IV). Die 
Kcakuon wurdc nut HOBl akliviert.. Hs zeigl sich, dass diese Aktivierung die Ausbeute verringert, n.oglicherweise 
durch Forderung von Nebcnreaktionen. 

^iSe *^A n . d rt Mi S 1?J d ^ <Jr6 ^ enV T ci!un S der Reakiionsprodukle wahrend und nach der Kopplungsreaktion von 
ox-HES 130 kD an HSA (Kopplung V). Nach 2 Stunden Reaktionszeit wurdc nicht-modifizietles MSA als Produkl 
mil der hochsien Konzentralion, danehen aber auch ersie Kopplungsprodukie mil hoherem Molekulargcwichl ge- 
hmden. Nach Ablaut der Reaktion wurde ein homogenes Kopplungsprodukt mil ciner Reientionszeil von ca. 
35 Min. in hoher Konzcnlxalion gelunden. Nichtmodifiziertcs HSA und andere Kopplungsprodukie lagen in relaiiv 
geringer Konzeniraiion vor. 

S5«1 f?l Spr< So?^ ^rdBcnvcrtcilung der Reakiionsprodukle wahrend und nach der Kopplungsreaktion 

von ox-HES 10 kD an HSA (Kopplung V). Auch hier zeigi sich, dass die Konzentration der Kopplungsprodukie mil 
emem Molekulargcwichl, das oberhalb des Gewichies von HSA Hegl, in, Vcrlauf der Reaklion zunirnmt 
Eine Kopplungsreaktion bei der nahezu alle TTSA-Molekule in ein homogenes Kopplungsproduk. ubcrfuhrt werden 
konnien. wird schheBlich in Fig. 6 gczeigl (Reakiionsprodukle der Kopplung VTI) 
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4.3 liin Bcispiel fur die Chroniaiogramme, die bci der Analyse der direklcn Kopplung von TTFS an TTSA erhalten 
wurden, wird in Fig. 7 gezeigl (Verfahren B, IHiS 130 kD, Kopplung V). Pin deuiliehcr Peak bei ea. 65 Min. (USA) 
ist zu crkenncn. Daruber hinaus wurde aber auch ein Kopplungsprodukl naehgewicsen (Peak bei ca. 42 Min.). 

Bei spiel 5 

Analyse der Kopplungsprodukte millels SDS-PAGH und Western Biol 

5 1 5 1 PAGli wurde in Gegenwart von Nalriumdodecylsulfal. (SDN) unler Verwendung eines Miniproican II Gera- 
ics der Pinna Biorad und 7,5% Acrylaniidgelc durchgcluhrt. Die DurehlUhrung der Hlckirophoresc criblgie naeh 
den Vbrschrificn des ITersiellers. Die Gele wurden naeh dem Vcrfahren von Blum (Fdckirophorcsis, Vol. 8, (1997.) S. 
93-99) mil Silber gelarbl., uiu Proleine sichibar /u machen. 

Die Gegenwart von Glykanen in den Koppltingsproduklen wurde millels Wcsiern-Blol und Glykan-Dclekhons-Xil 
der Firma Roche-Bochringer naehgewicsen. Naeh Auflrcnnung der Produkte millels SDS-PAGE wurden diese un- 
ler Verwendung des Bloiting-Geriiies der Miniproiean IT Hlckirophorcsceinhcii auf eine Nitrocellulosemembran 
uberluhri . Die Membran wurde ansehlieBend miuels Periodal unter Bedingungcn oxidien, bei dencn ledigheh die 
vicinalen Ol I-Gruppe oxidicrl werden. Diese wurden ansehlieBend mil cinem Amino-funktionalisicrien Digoxyge- 
nin umgeseizi. Gebundenes Digoxygenin wurde millels spezilischcr nionoklonalcr Amikorper, welche an cine alka- 
line Phosphatase gebunden waren, naehgewicsen. Dafur wurde ein Substral der Phosphatase (4-Nitro-ieira/X)lium- 
ehlorid/5-Broin-4-ehlor-3-indolylphosphal) /ugegeben, welches ein schwcrloslichcs blau-violeites Produki er- 
zcugL Dieses Produkt schlagl sieh auf der Membran nieder und lassl soiuit die Bandcn sichibar werden. Niehlmo- 
difi/iertcs TLSA und Krealinase wurden als Negalivkonlrollen cingeselzl, wahrend Transferrin als Posilivkonlrollc 
lungierte. 

Die genauen Verfahrensschrilie sind im Bcipackzetlei zu dicseni Kit beschrieben (Rochc-Bochnnger). 
5.2 Die Fig. 8 und 9 zeigen jeweils eine Aufnahme des Silbergcfarbten SDS-PAGE-Gels (oben) und die Aufnahme 
der enlsprechcnden Produklc naeh Uberlragung auf eine Membran und Glykannachweis (unlen). Wie sieh aus die- 
sen Figurcn cnlnehnien liiBl, enlslchl wahrend der Kopplungsrcaklion ein relaiiv homogencs Glykan als Rcaktions- 
produkl, wahrend gleieh/.eiiig die Konzenlration an nichl-modihzierlem TLSA abninimt. 

Bei spie l 6 

Abkliirung inoglicher Nebenreaklionen 

|007K] Zur Klarung, oh Nebenreaklionen in Form einer Selbstkondcnsaiion von IYBS mil uxidierlen reduzicrenden 
Tindgruppcn erlolgen, wurden folgcndc Reaktionsansiilze erstelll.: 

Tabelic 4 

Reaklionsansalze /.ur Abkliirung von Nebenreaklionen 





ox-HES 


EDC 


HOBt 


Wasser 


Reaktionszeit 


HE 5 130 kD 


500 mg 
1.2xl0* 5 mol 


15 mg 

7.8xl0' 5 mol 




5.0 ml 


30 h 

25 °C 


HES 130 kO 


500 nig 
1.2xl0' 5 mo1 


15 mg 

7.8xl0" 5 mol 


gesattigte 
Losung 


5.0 ml 


30 h I 
25°C 


HES 10 kD 


100 mg 

2.7xl0" 5 mol 


3.4 mg 
1.8x10 s mol 




5.0 ml 


30 h 
25°C 


HES 10 kD 


100 nra 
2.7xl0' 5 mol 


3.4 mg c 
1.8x10 s mol 


gesattigte 
Losung 


5.0 ml 


30 h 
25°C 


HES 130 kD 


700 nra 
1.6xl0' 5 mo1 


31 mg 

1.6X10" 4 mol 




5.0 ml 


30 h 
25 °C 


HES 130 kD 


700 mg 
l.6xl0' 5 mol 


31 mg 

1.6xl0* 4 mol 


gesattigte 
Losung 


5.0 ml 


30 h 
25°C 



100791 Ziel der Experimenle war nachzuweisen, inwieweil eine mogliche Selbstkondensalion von HES in Gegenwart 
oder Abwescnhcil von HOBl siallfinriel.. Die Proben wurden lyophilisiert und zur Durchfuhrung der Analyhk an Frese- 
nius-Kabi ubergeben. 

[0080] Millels GPC und Sireulichtmessungcn konnlen innerhaib der Dcleklionsgrenzen von eimgen Prozcnt keine 
Hinweise auf MolckulargewichlsvergroBcrungen gefunden werden. 

PaieniansprUche 

1. Verfahren zur Hersteliung eines kovalenten HES-Wirksloff-Konjugates, bei dem man HES und einen WirkslofF 
in einem Reaklionsmedium inileinander umseizt, dadurch gckcnnzciclinct dass das Reaktionsmedium Wasser 
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odcr cin Gcnrisch von Wasser mil organischeni Losungsmiiicl. welches mindestens 10 Gew.-% Wasser umfaBl, isl 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dein der WirkslolTcin Vitamin, Impfsioff, Toxin, Antibolikum, Aprxmi/iigler, 
Anasthelikum, Analgclikum, Anlirheumalikum. Anliallergikum, Antiaslhmalikum, Antidepressivum, Antidiabeli- 
kum, Antihisiaminikum, Antihypertonikum, oder ein antineoplaslischcs Millcl is! . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dein der WirkslolTcin TTormon. Steroid, Lipid, Protein. Oligo- odcr Po- 
lypeptid oder cine Nuklcinsaurc isl. 

4. Verfahren nach cinem der Anspruch 1 bis 3, bei dein der Wirksloff ein En/.vm, En/.ym- Inhibitor, Rezepior, Rc- 
/cpior-Fragnienl, Insulin, Faklor VTH, Eaklor IX, Zytokin, Interferon, Imerleukin, Wachslumsfaklor, Pepiid-Anli- 
biotikum, virales Mull-Protein, Hamoglobin, liryihropoiclin. Albumin, h'l'PA, Aniikorper, Aniikorpcrfragmenl. liin- 
zclkcllen-Antikorper, DNA, RNA oder cin Deri vat. davon isl. 

5. Verfahren nach eincm der Anspruche 1 bis 4, bei dem der WirkslolTcin Sieroidhormon. ein von Aminosaurcn 
abgeleiieles Ilonnon oder ein von Fettsauren abgeleiieles Mormon isl. 

6. Verfahren nach cinem der Anspruche 1 bis 5, bei deni man TIES an die e-NHo-Gruppe, an die tt-NTN-Gmppe, 
an die SH-Gruppe an cine COOH-Gruppe oder an einc -C(NTT 7 ) ? -Gruppe des Wirksloffes bindel. 

7. Verfahren nach cincm der Anspruche I bis 6. bei dem man IIES vor Bindung an den Wirksloff ox idicrl. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem man die reduzierende Endgruppe der HES selckliv oxidierl. 

9. Verfahren nach cincm der Anspruche 1 bis 8, bei dem die oxidieric reduzierende Endgruppe I -EES mil einer Ami- 
nogruppe des Wirksloffes unter Ausbildung eines Amides rcagicrl.. 

10. Verfahren nach cinem der Anspruche 1 bis 6, bei dem man einc Aniinogruppc des Wirksloffes mil TIES so um- 
sclzt, dass einc SchifTschc Base gebildel wird. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 10, bei dem die Azomclhingruppe -CH=N- der SchilTschen Base zu einer Melhylc- 
namingruppe -CH 2 -NII- rcduzierl wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 9 oder 11, bei dem als Reduktionsmillel BH 4 - verwendcl wird. 

13. Verfahren nach cinem der vorstchenden Anspruche, bei dem man den Wirksloff oder HES vor der Hcrslcllung 
des Konjugales an cinen Linker bindel. 

14. Verfahren nach cinem der vorslehendcn Anspruche, bei dem man Hydroxyelhy lsliirke mil cinem millleren Mo- 
lckulargcwichl (Gcwichtsmiltcl) von 1 bis 300 kDa vcrwcndci. 

15. Verfahren nach cincm der vorslehendcn Anspruche, bei dem man Hydroxyelhy lsliirke mil cinem millleren Mo- 
lekulargcwichl von 2 bis 40 kDa verwendcl. 

16. Verfahren nach cincm der vorslehendcn Anspruche, bei dem man TTydroxyclhylstarke mil cincm molaren Sub- 
si i I ul ion sgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Vernal i.nis von C? : C 6 - Substitution im Bercich von 2 bis 20, jeweils bczogen 
auf die Ilydroxyclhylgruppen, verwendet. 

17. ITES-Wirksloff-Konjugal, erhalllich nach eincm der Anspruche 1 bis 17. 

18. Verfahren zur Herstellung eines Arznei- oder Diagnuseinitlels, umfassend Schrilie bei denen man ein HES- 
Wirkstoff-Konjugat nach eincm der Anspruche 1 bis 16 hcrslelll und mil eincm pharma/.cuiisch vertriiglichen Tra- 
ger. Ad j u vans odcr Nil fsst off venni schl . 

19. Millel, erhalllich nach Anspruch 18. 
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Fig. 8: 



nahme: SDS-PAGE der Kopplungsreaktionen III 
hp? f;5 ^ A Und B) mschen HSA «nd oxHES 130 kD und 
?«f i fcD» respektive, mit Silberf arbung (Bahn 1: 

C?e^?nLi" R V H rf f hren Bahn 2: Transfekn; Bahn 3: 

KonSTnnS t jt J 5 "^ht-modif iziertes HSA; Bahn 5: 

Kopplung III (Verfahren B) ; Bahn 6: Marker)! 

d2™?ho Uf £ ah ?! e: Western Blot Glykan-Nachweis 
derselben Proben, wobei Trans ferin (Bahn 2) als 

fB«^ 1 I: K °? tr 2 lle und Cre ^tinase (Bahn 3) sowie HSA 
(Bahn 4) als Negativ-Kontrolle fungieren 
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Fig. 9: SDS-PAGE, silbcrgefarbt, 12 % PAA (oben) und Western 

Blot/Glykan (unten) der Reaktionsmischung aus V. Kopplung 
ox-HES 10 kD mit HSA 
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